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要旨  
目      的： 
生活習慣病に関連する多くの Single nucleotide polymorphism（SNP）が Genome-wide 
association study（GWAS）によって同定されており、その中でも Transcription factor 7-like 2
（TCF7L2）遺伝子上に存在するリード SNP rs7903146 は 2 型糖尿病発症と最も相関する SNP と
して広く認知されている。しかし、その SNP がどのようなメカニズムにより遺伝子発現に影響を与
え、2 型糖尿病発症の原因となりうるかに関しては未解明のままである。そこで本研究ではリード
SNP rs7903146 を含む周辺の SNPs の中に、TCF7L2 遺伝子の発現を直接制御する機能性
SNP が存在すると着想し解析を行った。 
対象と方法： 
  初めに遺伝子発現調節を担うエンハンサーとなりうる機能性 SNP の候補を選定するため、Web
上のデータベース HaploReg V4 を用いてリード SNP rs7903146 と強い連鎖不平衡にある SNP
を、SNP rs7903146 を含めて 21 個選出した。選出された各 SNPs の各アレルについて、 SNP
周辺 25bp を 3 回タンデムに繰り返した配列を、SV40 プロモーターに連結されたレポーター遺伝
子の 3’側に挿入した。レポーターとして各 SNP のリスクアレルはホタルルシフェラーゼ、ノーマルア
レルはレニラルシフェラーゼを用いた。TCF7L2 遺伝子は肝臓での糖代謝に重要な役割を担って
いるとの報告があるため、培養ヒト肝細胞株 HepG2 ならびに Huh7 細胞において各 SNP のノーマ
ルアレルとリスクアレルにおけるエンハンサー活性を、ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて
評価した。 
結    果： 
  ルシフェラーゼレポーターアッセイの結果、21 個の候補 SNPs のうち SNP rs7074440 のノーマ
ル（G）アレルがリスク（A）アレルに比べ再現性のある高いレポーター活性を示した。次に SNP 
rs7074440 のエンハンサー活性を厳密に評価するため、ノーマル（G）アレルとリスク（A）アレル周
辺 25bp を 3 回タンデムに繰り返した配列をホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子の 3’側にそれ
ぞれ組み込み、同一のレポーターで比較検討を行った。その結果、SNP rs7074440 のノーマル
（G）アレルはリスク（A）アレルに比べて、約 15 倍レポーター活性が高いことが示された。引き続き、
SNP rs7074440 に結合する転写因子を同定するため、Transcription factor expression library
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（TFEL）を用いたゲノムワイドな探索を行った結果、C-FOS が結合因子として見出された。C-FOS
の SNP rs7074440 への結合は Electrophoretic mobility shift assay （EMSA）法や、Chromatin 
immunoprecipitation（ChIP）法によっても確認された。さらに、HepG2 ならびに Huh7 細胞にて
C-FOS をノックダウンしたところ、TCF7L2 遺伝子の有意な発現低下が認められた。 
考    察： 
  SNP rs7074440 の Minor allele frequency（MAF）は、ヨーロッパ、北米、アフリカおよびアジア
地域の集団においては、それぞれ 0.32、0.22、016 および 0.01 であるのに対し、リード SNP 
rs7903146 の MAF は、0.31、0.25、0.25 および 0.03 である。これら 2 つの SNP の連鎖不平衡
（（Linkage disequilibrium（LD））係数は r2=0.85 であり、SNP rs7074440 がリード SNP 
rs7903146 の機能性 SNP である可能性がある。TCF7L2 に関しては膵 β 細胞においても多くの
解析がなされており、マウス培養膵 β 細胞株ではリード SNP rs7903146 自体が TCF7L2 の遺伝
子発現に影響を与えるエンハンサーであることが報告されている。しかし、本研究で行った培養ヒト
肝細胞における解析では SNP rs7903146 がエンハンサー活性を有することは追認されなかった。
これらの結果より SNP のエンハンサー活性は細胞や組織ごとに異なることが示唆される。SNP 
rs7074440 に結合する C-FOS は JUN とヘテロ二量体を形成して複合体を形成し、特異的な DNA
配列に結合して周辺遺伝子の発現に影響を及ぼす転写因子である。C-FOS を含む Fos ファミリー
は一般的に細胞の分化と増殖に関与し、インスリンを含む様々な成長因子によりその転写活性が
制御されている。C-FOS および JUN は肝細胞において糖新生遺伝子発現を負に調節すること、さ
らには、TCF7L2 は肝臓での糖新生を抑制するという報告があるため、本研究で見出された
C-FOS による TCF7L2 遺伝子の発現調節メカニズムは、肝臓における糖新生遺伝子発現に深く
関係し、2 型糖尿病の発症機序にも関与しうることが示唆される。 
結    論： 
  本研究では、2 型糖尿病発症と最も相関のあるリード SNP rs7903146 と連鎖不平衡にある SNP 
rs7074440 が、肝細胞において転写因子 C-FOS との結合を介して TCF7L2 遺伝子発現を調節し
ている機能性 SNP であることを見出した。 
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略語一覧 
 
ANOVA, Analysis of variance 
AP-1, Activator protein-1 
CEU, Utah residents with Northern and Western European ancestry from the CEPH 
collection 
CCS, Cosmic calf serum 
ChIP, Chromatin immunoprecipitation 
ChIP-seq, ChIP-sequencing 
EMSA, Electrophoretic mobility shift assay 
ENCODE, Encyclopedia of DNA elements 
FBS, Fetal bovine serum 
eQTL, expression Quantitative trait locus 
GLP-1, Glucagon-like peptide-1 
GWAS, Genome-wide association study 
HMG, High mobility group 
LD, Linkage disequilibrium 
PCR, Polymerase chain reaction 
qPCR, quantitative PCR 
SEM, Standard error of mean 
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SNP, Single nucleotide polymorphism 
TCF7L2, Transcription factor 7-like 2 
TFEL, Transcription factor expression library 
UCSC, University of california santa cruz 
UTR, Untranslation region 
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序文 
Single-nucleotide polymorphism （SNP） とはゲノム上で 1%以上の頻度で認められる一塩基違
いの多型である。その SNP による塩基の違いが個人差と呼ばれるような身体的所見や、様々な疾患
の発症リスクと関連していることが明らかとなっている。 
2 型糖尿病は、遺伝的要因と環境的要因の両方によって引き起こされる複雑な疾患である [1]。近
年、2 型糖尿病に関連する多くの SNPs が Genome-wide association study（GWAS）によって同定
されている[2-5]。その中でも Transcription factor 7-like 2（TCF7L2）遺伝子に存在する SNPs は異
なる民族間の多数の研究によって 2 型糖尿病発症リスクと最も強く関連するマーカーとして報告され
ており、その中でも SNP rs7903146 が一番代表的なマーカーとして確立されている[6-15]。過去の
研究によれば、このリード SNP rs7903146 のオッズ比は 1.7 以上で、北米やヨーロッパにおいては非
常に相関が高いことが明らかになっており、この SNP は白人における糖尿病発症リスクの 20-30%程
度、またアジア人でも糖尿病発症リスクの 3-5％程度の関連があるとされている[16]。 
TCF7L2 遺伝子は第 10 染色体上に位置し、High mobility group （HMG）ボックスを含む転写因
子をコードしている[17]。転写因子 TCF7L2 は Wnt シグナル伝達経路に関与し、エンハンサーやプロ
モーター領域に存在する TCF モチーフとよばれる特定の塩基配列に結合し周辺遺伝子の転写を調
節する。2 型糖尿病との関連に先立ち、TCF7L2 遺伝子は癌の発症に関与していることが知られてお
り、 Wnt シグナル伝達経路の異常活性化は、結腸直腸癌および他のタイプの腫瘍の発症につなが
ることが示されている[18,19]。また Wnt リガンドは全身のコレステロール代謝、膵 β細胞の再生やイン
スリンの分泌、腸管では Glucagon-like Peptide-1（GLP-1）産生、肝臓では糖新生に影響を及ぼす
ことなどが報告されている[20]。 
これまでに発表された TCF7L2 遺伝子と 2 型糖尿病を扱った論文の多くが膵臓、特に β 細胞をメ
インとする報告であり、それらの多くが TCF7L2 遺伝子に存在するリード SNP rs7903146 は膵 β 細
胞においてインスリン分泌障害と関連しているという結論に至っている[3-6,9,21]。しかし、2012 年に
Boj らが発表した TCF7L2 遺伝子を膵 β 細胞特異的にノックアウトしたマウスの解析結果からは、目
立った糖代謝異常は認められなかった[22]。一方、マウス肝臓での TCF7L2 の発現レベルを変化さ
せると糖代謝に大きな影響を与えることが報告されている[22-24]。このように TCF7L2 遺伝子やその
SNP が、どの組織で重要な機能を担っているかについては未だ多くの議論がある。また TCF7L2 遺
伝子の選択的スプライシングバリアントの発現レベルに関する報告もあり、リード SNP rs7903146 と
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の関連を検討する研究が行われていることや[25,26]、各組織での遺伝子発現と SNP を含む染色体
領域との相関をデータベース化した expression Quantitative trait locus（eQTL）を用いた研究も近
年行われている[27,28]。 
ゲノムにおける塩基配列の変異はいくつかの異なるメカニズムによってその個体の表現型に影響
を及ぼす。主には(1)遺伝子のアミノ酸をコードするエキソン部位の変異によるタンパク質機能の変化、
(2)遺伝子のプロモーターやエンハンサー部位における変異による遺伝子発現の変動、(3)遺伝子の
Untranslation region （UTR）やイントロン部位の変異による mRNA 安定性や選択的スプライシング
バリアントの変化などが挙げられる。今まで報告されている 2 型糖尿病に関連する TCF7L2 遺伝子内
の SNPs は全てイントロンに存在している[6-15]。すなわち、これらの SNPs はアミノ酸をコードする領
域には存在せずタンパク質の機能には影響を与えない変異であること、またスプライシングサイトとも
離れた位置に存在していること、エンハンサーはイントロンを含む遺伝子領域内のゲノム上にも数多く
存在することから、SNP が TCF7L2 遺伝子の発現に影響を及ぼしている可能性が大きいと推測され
る。 
我々の研究室では、マウス転写因子の大多数を網羅した発現ライブラリーTranscription Factor 
Expression Library（TFEL）と、それを用いたエンハンサーとそこに関わるトランスアクチベーターを
見出す有用なスクリーニング方法（TFEL スキャン）を独自に開発した[29]。この TFEL スキャンを利用
することにより、エンハンサーとトランスアクチベーター間の対応を容易に決定できるようになった。そ
こで本研究では 2 型糖尿病と最も強く関連するリード SNP rs7903146 と連鎖不平衡にある SNP を
手掛かりとして、エンハンサー活性のある機能性 SNP を見出し、その SNP に対応する転写因子を、
TFEL スキャンを用いて同定することとした。その結果、リード SNP rs7903146 と強く連鎖するエンハ
ンサー活性のある機能性 SNP を新たに特定し、TFEL スキャンを用いて対応するトランスアクチベー
ターを同定した。 
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実験方法 
【遺伝子の表記方法】  
ヒト（Homo sapiens）遺伝子に関する表記は大文字、マウス（Mus musculus）遺伝子に関する表
記は語頭のみ大文字、残りを小文字とした。 
 
【機能性 SNP の候補の選定】  
University of california santa cruz（UCSC）ゲノムブラウザ（https://genome.ucsc.edu/）は、
TCF7L2 遺伝子領域のクロマチン状態、SNP の位置や連鎖不平衡=Linkage disequilibrium （LD）
マップを検索するためのゲノムワイドマップのソースとして用いた。 
SNP rs7903146 は、GWAS により 2 型糖尿病発症と最も強く関連していることが確立されているリ
ード SNP であるが、GWAS はあくまで“マーカー”となる SNP を特定するための解析である。そこでリ
ード SNP rs7903146 と連鎖している SNPs の中から機能性 SNP を特定するため、HaploRegV4
（http：//compbio.mit.edu/HaploReg）[30,31]を用いてリード SNP rs7903146 との LD 係数がヨーロ
ッパ、北米、アジアの地域において r²>0.60 の強く連鎖する SNPs を選択した。さらにそれらの SNPs
の中で、上記の 2つ以上の地域で r²>0.60であり、かつ全ての地域で Minor allele frequency（MAF）
≥0.01 の SNP に絞った。その結果、リード SNP rs7903146 を含めて 21 個の SNP が機能性 SNP
の候補として選定された。全ての候補 SNPs は、第 10 番染色体上の 114739724 から 114806999 
（UCSC ゲノムブラウザ NCBI36/hg18）におよぶ約 67kb 領域内に存在していた。 
 
【プラスミド作製方法】  
【機能性 SNP の候補の選定】の中で選定された各 SNP に関して、リード SNP rs7903146 の 2
型糖尿病発症リスクの高いアレルと強く連鎖するアレルをリスクアレルとし、相対的にリスクの低いアレ
ルをノーマルアレルとした。各 SNP のリスクアレルを含めた周辺 25bp 塩基配列を 1 回または 3 回タ
ンデムに繰り返した DNA 断片を、SV40 プロモーターを持つ pGL3-promoter プラスミド（Promega）
のホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子（Firefly Luc）の 3 '末端にある BamHI および SalI サイトに
ライゲーションした（SV40pro-Firefly Luc-SNPx1、SV40pro-Firefly Luc-SNPx3）。各 SNP のノーマ
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ルアレルに関しては、リスクアレルと同様に周辺 25bp 塩基配列を 1 回または 3 回タンデムに繰り返し
た DNA 断片を、ホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子がレニラルシフェラーゼレポーター遺伝子
（Renilla Luc）で置換された改変型 pGL3-promoter プラスミド（SV40pro-Renilla Luc）のレニラルシ
フェラーゼレポーター遺伝子の 3 '末端にある BamHI および SalI サイトにライゲーションした
（SV40pro-Renilla Luc-SNPx1、SV40pro-Renilla Luc-SNPx3）。上記で用いた配列は、Table 1 に
記載されている。 
ヒト TCF7L2 プロモーター領域は、下記のプライマーセット 
5'-ACGCGTGGCATATCCATCCTAGTGGGAC-3 ' 
5'-AGATCTGAACGGAGTAGTCTGGGAGC-3' 
を用いて Polymerase chain reaction（PCR）により増幅し、PCR 産物を pGEM-T-easy プラスミド
（Promega）にクローニングした。クローニングされた DNA 断片をベクターから切り出し、pGL3-basic
プラスミド（promega）の MluI および BglII サイトにライゲーションした（TCF7L2pro-Firefly Luc）。そし
て SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルまたはリスク（A）アレルの周辺 25bp 塩基配列を、TCF7L2 
pro-Firefly Luc のホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子の 3 '末端にある BamHI および SalI サイト
にライゲーションした（TCF7L2pro-Firefly Luc-rs7074440）。マウス c-Fos発現プラスミドは、TFEL に
含まれているものを使用した[27]。 
 
【トランスフェクションならびにルシフェラーゼレポーターアッセイ】  
培養ヒト肝細胞株 HepG2 ならびに Huh7 細胞は、25mM グルコース、100U/ml ペニシリンおよび
100µg/ml ストレプトマイシン、10％FBS を含む DMEM（Wako）中で培養した。培養ヒト腎細胞株
HEK293 ならびに HEK293A 細胞、培養ヒト子宮頸がん細胞株 Hela 細胞は、25mM グルコース、
100U/ml ペニシリンおよび 100µg/ml ストレプトマイシン、10％CCS を含む DMEM（Wako）中で培養
した。所定の発現プラスミド、ホタルルシフェラーゼレポータープラスミドとレニラルシフェラーゼレポー
タープラスミドを、SuperFect トランスフェクション試薬（Qiagen）を用いて 48well プレートにまいた細
胞にトランスフェクションした[32]。 
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トランスフェクションは、すべての細胞株で 3 連または 4 連で実施した。トランスフェクションされた
DNA の総量は空ベクターで調整した。トランスフェクション後の細胞を 100µl Reporter Lysis Buffer
（Promega）で溶解し、遠心分離した上清中のホタルならびにレニラルシフェラーゼ活性をルミノメー
ターで測定した[32]。 
 
【 in vivo イメージングを用いたルシフェラーゼ活性の測定】  
6 週齢の ICR 系雄マウスは日本 SLC 株式会社から購入した。全てのマウスは、14 時間/10 時間の
明暗サイクル、温度制御環境下で維持され、標準的な実験動物用エサと水に自由にアクセスできる
ようにした。また、全てのマウスの取り扱いは法人規程第 50 号国立大学法人筑波大学動物実験取扱
規程に従った。 
SV40pro-Firefly Luc-SNPx3 から、SV40 プロモーターとルシフェラーゼレポーター遺伝子に連結
された SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルまたはリスク（A）アレル SNP 配列の 3 回タンデムに繰り
返した領域を含む DNA 断片を切り出し、Gateway エントリーベクターpENTR4（Invitrogen）に挿入し
た。アデノウイルスプラスミドは、pENTR4 とデスティネーションベクターpAd-PL-DEST プラスミド
（Invitrogen）を用いた相同組換えによって作成した（Ad-SV40pro-Firefly Luc-SNPx3）。PacI 処理
したアデノウイルスプラスミドを HEK293A 細胞にトランスフェクションした後、組換えアデノウイルスが
細胞内で十分に増殖した状態を確認してから、細胞を回収して凍結融解により破砕し、超遠心機を
用いた CsCl 勾配遠心分離によって組換えアデノウイルスを収集した[29]。 
in vivo メージングは、2010 年の Takeuchi らの報告に従い行った[33]。アデノウイルスは ICR 系雄
マウスに 1×10 8 P.F.U./body の用量で静脈内注射した。3 日後、マウスの腹腔内に PBS に溶解した
ルシフェリン（7.5mg / ml）を注入し、吸入麻酔下で In Vivo Imaging System（IVISTM、Xenogen）を
用いて肝臓の発光を可視化した。さらに厳密な発光定量のために、50mg 肝臓組織試料を 300µl 
Reporter Lysis Buffer 中にてポリトロンでホモジナイズし、遠心分離した上清中のホタルルシフェラー
ゼ活性をルミノメーターにて測定した。肝臓へのアデノウイルス感染効率を測定するために、上記で
遠心分離したペレットをプロテイナーゼ K で消化し、フェノール/クロロホルムとエタノール沈殿で DNA
を抽出後、試料間で DNA 量を一定に揃え quantitative-PCR（qPCR）を用いて試料中のアデノウイ
ルス DNA 量を定量した[32]。アデノウイルス DNA の定量に用いたプライマーセットは 
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5'-GTCCGGTTATGTAAACAATCC-3 ' 
5'-ATGAAGAAGTGTTCGTCTTCG-3' 
であり、アデノウイルスに挿入されたホタルルシフェラーゼ遺伝子を増幅する配列となっている。 
 
【ゲノムワイドな転写因子スクリーニング（TFEL スキャン）】  
TFEL とは理研マウス完全長 cDNA プロジェクトの中から転写因子と推定される遺伝子 1588 クロ
ーンを収集し、クローンごとに pcDNA3.1 発現プラスミド（Invitrogen）に組み込んで構築された発現
プラスミドライブラリーである[29]。また TFEL を用いたスクリーニング法を TFEL スキャンと命名してい
る[27]。TFEL スキャンは、TFEL1588 クローンから 10 クローンずつプールした約 160 グループでル
シフェラーゼレポーターアッセイを行う 1 次スクリーニングと、その１次スクリーニングにてレポーター活
性に変化のあったグループのクローンを個別にルシフェラーゼレポーターアッセイを行う 2 次スクリー
ニングからなる。1 次ならびに 2 次スクリーニングにおいては、48well プレートにまいた HEK293 細胞
に SNP rs7074440 の SV40pro-Renilla Luc-SNPx3、SV40pro-Firefly Luc-SNPx3 と TFEL クロー
ンを同時にトランスフェクションした。トランスフェクションの 24 時間後に細胞を 100µl Reporter Lysis 
Buffer で溶解し、遠心分離した上清中のホタルならびにレニラルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
【Electrophoretic Mobility Shift Assay（EMSA）】  
マウス c-Fos ならびに c-Jun のアミノ酸をコードする全長 cDNA を PCR により増幅した。開始コド
ン側のプライマーには T7 プロモーター-スペーサー-Kozak 配列-HA タグ配列を付加した。使用した
プライマーセットは、 
c-Fos:5’-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAACAGCCACCATGTACCCATACGATGTT
CCAGATTACGCTATGATGTCCTCGGGTTTCA-3’  
5’-CCATAGAGCCCACCGCATC-3’、  
c-Jun:5’-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAACAGCCACCATGTACCCATACGATGTT
CCAGATTACGCTATGACTGCAAAGATGGAAACGAC-3’ 
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5’-CCATAGAGCCCACCGCATC-3’ 
である。TNT Quick Systems（Promega）の T7 Master Mix を 8µl、0.2µl メチオニン（1mM）と 0.1µg 
PCR 産物を混合し、37℃で 90 分間インキュベートし in vitro にて各タンパク質を合成した。EMSA は
Shikama らの報告に従い行った[32]。用いた DNA プローブの配列は Table2 に記載した。DNA プロ
ーブは、Klenow Flagment（GE Healthcare）で 5'オーバーハングを充填することにより[α-32P] dCTP
（Perkin Elmer）で標識し、Sephadex G-25（GE Healthcare）カラムで精製した。32P 標識された
DNA プローブを、pH7.8、50mM KCl、1mM EDTA、5mM MgCl 2、5mM ジチオスレイトール、30µg/ 
ml PolydI-dC、0.1％Triton X-100、10mM HEPES を含む緩衝液中にて、in vitro にて合成したタン
パク質と共に氷上で 30 分間インキュベートし DNA プローブ-タンパク質複合体を形成させた。DNA
プローブ-タンパク質複合体は、1xTBE（pH8.3、89mM ホウ酸、2mM EDTA、89mM Tris）緩衝液中
にて 4.6％ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動して分離した。 
 
【Chromatin immunoprecipitation（ChIP）アッセイ】  
HepG2 細胞からの核抽出物の調製および ChIP アッセイは、Nishi-Tatsumi らの報告に従って行
った[35,36]。ChIP アッセイには、抗 c-Fos 抗体（sc-52-G）（Santa cruz）とノーマルヤギ IgG 抗体
（sc-2061）（Santa cruz）を用いた。各抗体により収集した DNA 試料を、qPCR を用いて評価した。
用いた DNA 試料の 1％を input DNA として使用した。SNP rs7074440 領域を含む TCF7L2 遺伝
子領域は下記のプライマーセットを用いて増幅した。 
5'-GAATTCCTGGACTCAAGCAATC-3' 
5'-ACCTCTCTACGCCTCC AGATC-3' 
TCF7L2 遺伝子の 100kb 上流を含む領域をコントロールとした。コントロール領域は下記のプライマ
ーセットを用いて増幅した。 
5'-ATCACGAGGTCAAGAGATCG-3' 
5'-TCAGCCTCTTGATAGCTGG-3' 
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【RNA interference】  
マウス Fos ファミリーに属する c-Fos、FosB、Fosl1、Fosl2 遺伝子のアミノ酸をコードする全長
cDNA は下記のプライマーセットを用いて増幅した。 
c-Fos: 5'-GGATCCATGATGTTCTCGGGTTTCAACG-3’ 
5'-CTCGAGTGACTGCTCACAGGGCCA-3' 
FosB: 5'-AAAGGATCCATGTTTCAAGCTTTTCCCGGA-3’ 
5'-AAACTCGAGTTACAGAGCAAGAAGGGAGGG-3' 
Fosl1: 5'- GGATCCATGTACCGAGACTACGGGGAA-3’ 
5'-CTCGAGTCACAAAGCC AGGAGTGTAGGA-3’、 
Fosl2: 5'-GGATCCATGTACCAGGATTATCCCGGGA-3’ 
5'- CTCGAGAGGGTTACAGGGCTAGAAGTGTGG-3'。 
それぞれの遺伝子に対するプライマーセットを用いてマウス肝臓 cDNA をテンプレートとして PCR に
よって増幅し、PCR 産物を pGEM-T-easy プラスミドにクローニングした。それぞれの遺伝子の 
cDNA 断片をプラスミドから切り出し、N 末端 Flag タグ付き発現プラスミド pcDNA3.1（Invitrogen）の
BamHI と XhoI サイトにライゲーションした。（pcDNA3.1-Flag-c-Fos、pcDNA3.1-Flag-FosB、
pcDNA3.1-Flag-Fosl1、pcDNA3.1-Flag-Fosl2）。 
それぞれの遺伝子をノックダウンするためのターゲット配列を持つ shRNA 発現プラスミドは、下記
の DNA 断片を用いて pENTR/U6 エントリーベクター（Invitrogen）にクローニングした。 
C-FOSi-1:5'-GAGTCTGAGGAGGCCTTCATGTGAAGCCACAGATGGTGAAGGCCTCCTCA
GACTC-3'  
C-FOSi-2:5'-CTTCTATGCAGCAGACTGGGATGTGAAGCCACAGATGGTCCCAGTCTGCTG
CATAGAAG-3'  
FOSBi:5'-GTGCAACCCACCCTCATCTCTTGTGAAGCCACAGATGGAGAGATGAGGGTGG
GTTGCAC-3' 
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FOSL1i:5'-GACTTCCTGCAGGCGGAGACTGTGAAGCCACAGATGGGTCTCCGCCT 
GCAGGAAGTC-3' 
FOSL2i:5'-GGAGAGATGAGCAGCTGTCTTGTGAAGCCACAGATGGAGACAGCTGC 
TCATCTCTCC-3' 
ターゲット配列は各遺伝子に関してヒトとマウス遺伝子両方をノックダウン出来るように、アミノ酸コード
領域内のヒトとマウス共通塩基配列を用いて設計した。Fos ファミリータンパク質のノックダウン効率を
調べるために、HEK293 細胞に各マウス Fos ファミリーの Flag タグ付き発現ベクターと FOS ファミリ
ーノックダウンプラスミドを同時にトランスフェクションした。その後 2016年の Takeuchiら[29]の報告に
従い、トランスフェクションした細胞から回収したタンパク質を用いて抗 FLAG（F3165）抗体（Sigma）
を用いてウエスタンブロッティングを行い、各ノックダウンプラスミドが効果的にターゲット遺伝子をノッ
クダウンすることを確認した。 
HepG2 細胞における各 Fos ファミリーの役割を調べるため、48well プレートの細胞に各 Fos ファ
ミリー遺伝子に対するノックダウンプラスミド、SV40pro-Firefly Luc-rs7074440x3 ノーマル（G)アレル
と SV40pro-Renilla Luc プラスミドを同時にトランスフェクションした。トランスフェクションされた DNA
の総量は空ベクターで調整した。トランスフェクション後の細胞を 100µl Reporter Lysis Buffer
（Promega）で溶解し、遠心分離した上清中のホタルならびにレニラルシフェラーゼ活性をルミノメー
ターで測定した[30]。 
C-FOSi-1、C-FOSi-2 ノックダウンプラスミドは pAd-PL-DEST との Gateway システムを用いた相
同組換えによりノックダウン用のアデノウイルスベクターを作製した（Ad-C-FOSi-1 ならびに
Ad-C-FOSi-2）。LacZ-shRNA 発現プラスミド（LacZi）とそのアデノウイルスベクター（Ad-LacZi）は
2010 年の Takeuchi らの報告と同じものを用いた[33]。 
 
【RNA の単離および qPCR】  
HEK293、HepG2、Huh7 細胞より Sepasol-RNA I Super G（Nakarai tesque）を用いて RNA を
抽出し、逆転写試薬キット ReverTra Ace qPCR RT Kit（TOYOBO）を用いて cDNA に逆転写した。
QPCR は、ABI 7500 System（Applied Biosystems）により SYBR Green 試薬 KAPA SYBR Fast 
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qPCR Kit（日本ジェネティクス）を用いて行った。各遺伝子発現の検討に使用したプライマー配列は
下記の通りである。 
C-FOS: 5'-CTTCAACGCAGACTACGAGG-3' 
5'-ATGAAGTTGGCACTGGAGA-3' 
FOSB: 5'-TCACCCTCTGCCGAGTCTC-3'  
       5'-ACGAAGGAACCGGGCATT-3'  
FOSL1: 5'-TTCCGAGACTTCGGGGAA-3'  
5'-TTGGCACCAGGTGGAACTT-3' 
FOSL2: 5'-ATTATCCCGGGAACTTTGACA-3' 
5'-GTTGATGGTGGGGATGAATG-3' 
TCF7L2: 5'-TCGCCTGGCACCGTAGGACA-3' 
5'-GGATGCGGAATGCCCGTCGT-3’ 
Cyclophilin: 5'-GCATACGGGTCCTGGCATCTTGTCC-3'  
5'-ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC-3' 
 
【統計解析】  
   データは平均±Standard error of mean（SEM）として表した。2 群間の差は両側 unpaired 
Student-t 検定を用いて評価した。3 つ以上の群の差は、Statcel3（OSM）を使用して Analysis of 
variance（ANOVA）によって評価した。Tukey-Kramer 法を用いて p <0.05 で統計的に有意とした。 
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結果 
【機能性 SNP の候補の選定】  
   リード SNP rs7903146 は、多数の GWAS の結果により 2 型糖尿病リスクと最も強く関連するマー
カーであることが確認されており、TCF7L2 遺伝子のイントロン 4 に存在している。リード SNP 
rs7903146 に関連する機能性 SNP を同定するために、リード SNP rs7903146 に対して強く連鎖し
ている 21 個の SNP を選定した（Figure 1A）。SNP 選定の詳細は、実験方法の【機能性 SNP の候
補の選定】の項に記載した。21 個の候補 SNP のうち 9 個の SNP がリード SNP rs7903146 の上流
約 10kb 内に、他の 11 個の SNP はその下流約 60kb 内に位置し、全ての SNP は TCF7L2 遺伝子
のイントロン 4 に位置していた（Figure 1B）。 
 
【SNP rs7074440 はエンハンサー活性を示した】  
肝細胞における TCF7L2 遺伝子発現に影響を及ぼす機能性 SNP を探索するために、培養ヒト肝
細胞株 HepG2 および Huh7 細胞においてルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。実験方法の
【プラスミド作製方法】の項に記載した、各 SNP のノーマルアレル周辺塩基を 3 回タンデムに繰り返し
た配列をレニラルシフェラーゼレポーター遺伝子の 3 '末端に挿入したプラスミド（SV40pro-Renilla 
Luc-SNPx3）と、リスクアレル周辺塩基を 3 回タンデムに繰り返した配列をホタルルシフェラーゼレポ
ーターの 3'末端に挿入したプラスミド（SV40pro-Firefly Luc-SNPx3）を用いて、各 SNP のエンハン
サー活性を評価した（Figure 2A）。各 SNP のノーマルアレルレポーター（Renilla Luc）プラスミドとリス
クアレルレポーター（Firefly Luc）プラスミドを同じ細胞にトランスフェクションして、ノーマルアレルとリ
スクアレルのエンハンサー活性を比較した結果、 Figure 2B に示すように HepG2 と Huh7 細胞の両
方において、SNP rs7074440 のノーマル（G）アレルがリスク（A）アレルと比較して顕著に高いルシフ
ェラーゼ活性を示した。一方、非肝細胞系の培養細胞株であるヒト腎細胞株 HEK293 細胞およびヒト
子宮頸がん細胞株 HeLa 細胞では、いずれの SNP プラスミドについてもエンハンサー活性のアレル
特異的差異は観察されなかった（Figure 3）。 
Figure 3 の検討ではノーマルアレルとリスクアレルで異なるレポーター遺伝子を用いていたため、
SNP rs7074440 のノーマル（G）アレルとリスク（A）アレルにおけるエンハンサー活性を厳密に比較
 18 
するために、ノーマル（G）アレルとリスク（A）アレル周辺塩基を 3 回タンデムに繰り返した配列をホタ
ルルシフェラーゼレポータープラスミドにそれぞれ組み込み（SV40pro-Firefly Luc-rs7074440x3）、
同一のレポーターで比較検討を行った。HepG2 細胞でのトランスフェクションの結果、Figure 4A に
示すようにノーマル（G）アレルの SV40pro-Firefly Luc-rs7074440x3 は、リスク（A）アレルと比較して
15 倍高いルシフェラーゼ活性があることから、SNP rs7074440 のノーマル（G）アレルは強いエンハ
ンサー活性を持つことが示された。SNP rs7074440 のノーマル（G）アレル周辺塩基配列を 1 回のみ
挿入したレポータープラスミド（SV40pro-Firefly Luc-rs7074440x1）もまた、HepG2 細胞においてリ
スク（A）アレルレポータープラスミドと比較して有意により高いルシフェラーゼ活性を示した（Figure 5）。
さらに HepG2 細胞において、ヒト TCF7L2 遺伝子プロモーターを用いたレポータープラスミド
（TCF7L2 pro-Firefly Luc-rs7074440x1）についても同様の結果が得られた（Figure 4B）。また、
Figure 4A と 4B の結果から、SNP rs7074440 のリスク（A）アレルにはエンハンサー活性がないこと
が示された。 
in vivo での肝臓における SNP rs7074440 のエンハンサー活性を評価するために、in vivo Ad-luc
法[25］での実験を行った。SV40 プロモーターおよびホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子、ノー
マル（G）アレルおよびリスク（A）アレルを含むアデノウイルス（Ad-SV40pro-Luc-rs7074440x3）をマ
ウスの肝臓に感染させ、in vivo イメージングと肝臓ホモジナイズ試料の両方を用いたルシフェラーゼ
レポーター活性を定量した結果から、マウス肝臓においてもノーマル（G）アレルのエンハンサー活性
がリスク（A）アレルと比較して有意に高いことが示された（Figure 4C）。これらの結果から、SNP 
rs7074440 ノーマル（G）アレルが培養肝細胞だけではなく、in vivo での肝臓組織においても強いエ
ンハンサー活性を有することを確認できた。 
 
【ゲノムワイドな解析により SNP rs7074440 に結合する転写因子 c-Fos を同定した】  
SNP rs7074440 に結合し TCF7L2 遺伝子の発現を調節する可能性のある転写因子を同定する
ために、マウスの大部分の転写因子を含む 1588 個の転写因子発現ライブラリーTFEL を用いたスク
リーニング法である TFEL スキャンを行った。その結果、転写因子 c-Fos がリスク（A）アレルと比較して
ノーマル（G）アレルレポータープラスミドに比較して強いレポーター活性の促進を示したため、c-Fos
が rs7074440 に関するトランスアクチベーターとして同定された（Figure 6A）。さらに SNP 
rs7074440 における c-Fos の役割を詳細に調べるために、HEK293 細胞に c-Fos 発現プラスミドを
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SV40pro-Luc-rs7074440x3 と同時にトランスフェションし、ルシフェラーゼアッセイを行った。その結
果、TFEL スキャンの結果と一致して、c-Fos はノーマル（G）アレルのルシフェラーゼ活性を有意に上
昇させた。一方、リスク（A）アレルのルシフェラーゼ活性に有意な差は見られなかった（Figure 6B）。 
 
【C-FOSはrs7074440に直接結合する】  
SNP rs7074440のアレルによる塩基配列の違いがどのようにしてタンパク質-DNA結合能を変化さ
せるかを調べるために、SNP rs7074440領域を含む32P標識されたDNAプローブとin vitroにて合成
されたc-Fos、c-Junタンパク質を用いてEMSAを行った。その結果、リスク（A）アレルと比較してノー
マル（G）アレルを含むDNAプローブにc-Fosとc-Junヘテロ二量体（activator protein-1（AP-1））タン
パク質複合体が強く結合することが示された（Figure 7A）。AP-1が結合するコンセンサス配列は
tgaGtcaであり、SNP rs7074440ノーマル（G）アレル周辺配列tgaGtcaと完全に一致している。一方、
リスク（A）アレルはtgaAtcaであり塩基配列がAP-1コンセンサス配列とは1塩基異なっている。さらに、
in vivoでのSNP rs7074440領域への内因性C-FOSタンパク質の結合を確認するため、ChIPアッセ
イを行った。その結果、HepG2細胞においてSNP rs7074440領域にC-FOSが結合していることが示
された（Figure 7B）。なおHepG2およびHuh7細胞ゲノムがSNP rs7074440ノーマル（G）アレルを有
することは確認している。 
C-FOSがrs7074440に結合することをさらに多面的に検証するために、UCSCゲノムブラウザ上の
Encyclopedia of DNA elements（ENCODE）データベースを用いた探索を行った。その結果、
ENCODEプロジェクト（2009年2月UCSCゲノムブラウザ（GRCh37/hg19）アセンブリ）の各種転写因
子におけるChIP-seqのデータから、SNP rs7074440とFOS結合部位を示すピークが重複しているこ
とが判明した（Figure 8）。 
   これらの結果は、C-FOSがSNP rs7074440のノーマル（G）アレルに直接結合し、リスク（A）アレル
への変異がその結合を弱めることを示唆している。 
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【C-FOSのノックダウンはTCF7L2遺伝子発現を減少させる】  
肝細胞における TCF7L2 遺伝子発現の調節における C-FOS の役割を明らかにするために、
HepG2 および Huh7 細胞において内因性 C-FOS をノックダウンさせる実験を行った。Figure 9A お
よび 9B に示すように、C-FOS をターゲットとする 2 種類の shRNA 発現アデノウイルス（Ad-C-FOSi、
Ad-C-FOSi-2）による C-FOS のノックダウンは、HepG2 および Huh7 細胞における TCF7L2 遺伝子
発現レベルを有意に減少させた。 
 
【HepG2 細胞における FOS ファミリーの SNP rs7074440 に対する役割】  
肝細胞と非肝細胞での SNP rs7074440 エンハンサー活性の違いが、それぞれの細胞における
C-FOS 遺伝子発現量で説明できるかを調べるために、HEK293、HepG2、Huh7 細胞で FOS ファミ
リーの遺伝子発現レベルを比較した。FOSL1 に関しては HEK293 に比べ HepG2、Huh7 で発現が
高い結果が得られたが、C-FOS を含めて他の FOS ファミリーに関しては HepG2、Huh7 両細胞株で
高発現しているという結果は得られなかった（Figure10）。また、内因性に発現している各 FOS ファミ
リーにおける SNP rs7074440 に対する役割を調べるため、HepG2 細胞を用いて FOS ファミリーのノ
ックダウンプラスミドを用いたルシフェラーゼレポーター実験を行った。その結果、Figure11 で示した
ように C-FOS をノックダウンしたときにのみ、SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルのレポーター活性
が有意に低下していた。 
以上の結果を合わせると、C-FOS が肝細胞において rs7074440 ノーマル（G）アレルへの結合を
介して TCF7L2 発現を調節していることが示唆される。 
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考察 
本研究では、SNP rs7074440 が、肝細胞における転写因子 C-FOS との相互作用を介して
TCF7L2 遺伝子発現を変化させる機能性 SNP であることを示した。 
初めに GWAS により 2 型糖尿病発症と強く相関のある SNP として確立されているリード SNP 
rs7903146 と遺伝的に強く連鎖している機能性 SNP を探索し、TCF7L2 遺伝子発現を制御する新
規エンハンサー機能性 SNP の候補として rs7074440 を同定した。SNP rs7074440 は、ヒト第 10 番
染色体において TCF7L2 遺伝子のイントロン 4 内に存在するリード SNP rs7903146 から約 27kb 距
離の下流の位置する数十個の SNP の 1 つである（Figure 1B）。SNP rs7074440 のリスク（A）アレル
頻度（MAF）は、ヨーロッパ、北米、アフリカおよびアジア地域の集団においては、それぞれ 0.32、
0.22、016 および 0.01 であり、一方、リード SNP rs7903146 におけるリスク（T）アレル頻度（MAF）は、
0.31、0.25、0.25 および 0.03 である。これらの 2 つの SNP の LD は r2=0.85 （ヨーロッパ）であり、
SNP rs7074440 がリード SNP rs7903146 の機能性 SNP である可能性は高い。 
TCF7L2 遺伝子領域における SNP とエンハンサー活性を調べた過去の報告では、マウス膵 β 細
胞株 MIN6 細胞においてはリード SNP rs7903146 自体が TCF7L2 遺伝子発現に影響を及ぼすこと
が示さているが[21,37]、本研究での培養ヒト肝細胞株における解析ではリード SNP rs7903146 がエ
ンハンサー活性を有することは見出されなかった。またリード SNP rs7903146 と強く連鎖している
SNP rs7074440 とは別の SNP rs4132670 が、Huh7 細胞において 1.3 倍高いレベルのエンハンサ
ー活性を示すことも報告されているが[26]、本研究では SNP rs7074440 のような顕著なエンハンサ
ー活性は認められなかった。これらの結果より SNP のエンハンサー活性は細胞や組織、様々な条件
により異なってくることが示唆される。 
肝臓におけるグルコース代謝の調節ならびに 2 型糖尿病発症における TCF7L2 遺伝子の役割に
ついては様々な議論がなされている。いくつかの報告では、TCF7L2 遺伝子のより低い発現が 2 型
糖尿病発症リスクを抑えることが示されている。例えば、Boj らの報告では肝臓特異的 Tcf7l2 ノックア
ウトマウスは、絶食時に肝臓グルコース産生が減少し、高脂肪食においてグルコース代謝が改善する
ことが示されている[22]。一方、Norton らは肝臓での TCF7L2 の過剰発現は肝臓のグルコース産出
を有意に減少させ、TCF7L2 のサイレンシングは肝臓のグルコース産出の顕著な増加を誘発し、糖
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新生遺伝子の発現の有意な増加を伴うことを報告している[38]。さらに肝臓特異的ドミナントネガティ
ブ TCF7L2 トランスジェニックマウスモデルを用いた複数の研究により、TCF7L2 が肝糖新生の抑制
において有益な役割を果たすことが示されている[23,24]。Norton をはじめとする過去のいくつかの
報告は、SNP rs7074440のリスク（A）アレルが肝細胞における TCF7L2 発現を低下させることを示唆
する本研究の見解と一致する[23,24,38]。 
次にエンハンサー活性を有する機能性 SNP rs7074440 を同定した後、TFEL スキャンを用いてそ
のトランスアクチベーターである転写因子 C-FOS を見出した。TFEL スキャンは、エンハンサーとトラ
ンスアクチベーター間の対応を容易に決定できる方法である[29]。本研究による TFEL スキャンを用
いた機能性 SNP に対するトランスアクチベーター同定の成功により、SNP と転写因子の対応を見出
す手法「TFEL SNP スキャン」が新たに確立された。 
C-FOS はプロトオンコジーンであり、JUN とヘテロ二量体（AP-1）を形成し、AP-1 コンセンサス配
列を持つ DNA に結合して遺伝子の転写活性化をもたらす[39]。C-FOS は FOSB、FOSL1 および
FOSL2 からなる FOS ファミリーに属する転写因子である。一般に、FOS ファミリーは細胞分化および
増殖において役割を果たし、インスリンを含む様々な成長因子の制御下に置かれている[40]。本研
究において、ヒト肝細胞株 HepG2 と Huh7 細胞では SNP rs7074440 のノーマル（G）アレルレポー
タープラスミドが顕著に高いルシフェラーゼ活性を示したが、非肝細胞系 HEK293 および HeLa 細胞
では高いルシフェラーゼ活性は観察されなかった。HepG2 と Huh7 細胞での C-FOS 遺伝子発現量
が高いようであれば、その発現量でそのレポーター活性の違いを説明できると考え、HEK293、
HepG2、Huh7 細胞で FOS ファミリーの遺伝子発現レベルを比較した。FOSL1 に関しては HEK293
細胞に比べ HepG2、Huh7 細胞で発現が高い結果が得られたが、C-FOS を含めて他の FOS ファミ
リーに関しては HepG2、Huh7 両細胞株で高発現しているという結果は得られなかった（Figure10）。
また、内因性に発現している各 FOS ファミリーにおける SNP rs7074440 に対する役割を調べるため、
HepG2 細胞を用いて FOS ファミリーのノックダウンプラスミドを用いたルシフェラーゼレポーター実験
を行った。その結果、Figure11 で示したように C-FOS をノックダウンしたときにのみ、SNP 
rs7074440 ノーマル（G）アレルのレポーター活性が有意に低下していた。これらの結果は、肝細胞
においては FOS ファミリーの中でも C-FOS が SNP rs7074440 と相互作用を介して TCF7L2 遺伝
子発現を変化させることを示唆している。 
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C-FOS および JUN は、肝細胞における糖新生遺伝子発現を負に調節する[41]。TCF7L2 が肝臓
の糖新生を抑制できることを考えると、本研究で見出された C-FOS による TCF7L2 遺伝子の発現調
節メカニズムは、肝臓における糖新生遺伝子発現に深く関係し、2 型糖尿病の発症機序にも関与しう
ることが示唆される。 
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Figure 1. 機能性 SNP の候補の選定  
A リード SNP rs7903146 に強く連鎖している機能性 SNP 候補の選定方法について。 
B）TCF7L2 遺伝領域における各候補 SNP の位置表記。リード SNP rs7903146 は黄色で表さ
れており、ヒト第 10 番染色体上での各 SNP と rs7903146 からの距離が示されている。LD マ
ップは UCSC ゲノムブラウザ（NCBI36/hg18）より、Utah residents with Northern and 
Western European ancestry from the CEPH collection（CEU）集団のフェーズ 2 HapMap
を使用した。 
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Figure 2. 培養ヒト肝細胞株において SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルはリスク（A）アレ
ルに比べ顕著なエンハンサー活性を示した  
A） 用いたルシフェラーゼレポータープラスミドのコンスラクト。Figure1 で選定した各 SNP
周辺塩基 25bp を 3 回タンデムに繰り返した配列を、SV40 プロモーターを持つルシフェラー
ゼレポーター遺伝子の 3’側に挿入してある。各 SNP の「ノーマルアレル」配列をレニラル
シフェラーゼレポーター（SV40pro-Renilla Luc -SNPx3）、「リスクアレル」配列をホタルル
シフェラーゼレポーター（SV40pro-Firefly Luc- SNPx3）に挿入した。 
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B） 各 SNP のノーマルアレル SV40pro-Renilla Luc-SNPx3 とリスクアレル SV40pro-Firefly 
Luc-SNPx3 をヒト肝細胞 HepG2 および Huh7 細胞にそれぞれトランスフェクションした。縦
軸はノーマルアレルとリスクアレルのレポーター活性の比であり、SV40pro のみの群を 1 と
している。（n=3） 
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Figure 3. ヒト非肝細胞株においては各 SNP のノーマルアレルとリスクアレルのエン
ハンサー活性に顕著な差は見られなかった  
各 SNP のノーマルアレル SV40pro-Renilla Luc-SNPx3 とリスクアレル SV40pro-Firefly 
Luc-SNPx3 をヒト腎細胞株 HEK293 およびヒト子宮頸がん細胞株 Hela にそれぞれトランス
フェクションした。縦軸はノーマルアレルとリスクアレルのレポーター活性の比であり、
SV40pro のみの群を 1 としている。（n=3） 
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Figure 4. 詳細な SNP rs7074440 のエンハンサー活性の評価  
A）SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルまたはリスク（A）アレルの周辺塩基 25bp を 3 回
タンデムに繰り返した配列を挿入した SV40 プロモーターホタルルシフェラーゼレポーター
ベクター（SV40pro-Luc-rs7074440x3）を HepG2 細胞にトランスフェクションした。各群共
に SVpro-Renilla Luc を同時にトランスフェクションし、レニラルシフェラーゼ活性で補正し
ている。縦軸は各群のルシフェラーゼ活性を示しており SV40pro のみの群を 1 としている。
（n=3） 
B）SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルまたはリスク（A）アレルの周辺塩基配列 25bp を
挿入したヒト TCF7L2 プロモーターホタルルシフェラーゼレポーターベクター（TCF7L2 
pro-Luc-rs7074440）を HepG2 細胞にトランスフェクションした。各群共に SVpro-Renilla Luc
 
0
1
2
3
4
 N.S
***
0
5
10
15
20
25  N.S
**
**
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4 *
SV40pro-Luc-rs7074440x3
SV40-
Pro
-
r G G G
Firefly
Luc
ir fl
Firefly
Luc
ir flSV40-
Pro
-
r A A A
Normal(G)
Risk(A)
A
Firefly
Luc
ir fl
ATCF7L2 Pror
TCF7L2 Pror GFireflyLuc
ir fl
TCF7L2 pro-Firefly Luc-rs7074440x1
B
Normal(G)
Risk(A)
R
el
at
iv
e 
lu
ci
fe
ra
se
 a
ct
iv
ity
(F
ol
d)
R
el
at
iv
e 
lu
ci
fe
ra
se
 a
ct
iv
ity
(F
ol
d)
SV40pro
-Luc
Ad-SV40pro-Luc-rs7074440x3
TCF7L2 pro
-Luc
C
H
ep
at
ic
 lu
ci
fe
ra
se
 a
ct
iv
ity
(F
ol
d)
Risk(A)
SV40pro-Luc-rs7074440x3
Normal(G) Risk(A)
TCF7L2 pro-Luc-rs7074440x1
Normal(G)
Risk(A)Normal(G)
Ad-SV40pro-Luc-rs7074440x3
Risk(A)Normal(G)
 36 
を同時にトランスフェクションしレニラルシフェラーゼ活性で補正している。縦軸は各群のル
シフェラーゼ活性を示していて TCF7L2pro のみの群を 1 としている。（n=3） 
C）in vivo Ad-Luc 法を用いてマウス肝臓における SNP rs7074440 のエンハンサー活性を測定
した。SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルまたはリスク（A）アレルをホタルルシフェラー
ゼ遺伝子につないだアデノウイルス（Ad-SV40pro-Luc-rs7074440x3）を ICR 系雄マウスに
1.0×108 P.F.U./body にて静脈注射した。3 日後、ルシフェリンを腹腔内注射し、吸入麻酔下
で In Vivo Imaging System（IVISTM、Xenogen）を用いて肝臓の発光を可視化した（左パネ
ル）。また肝臓組織試料を Reporter Lysis Buffer 中にてホモジナイズし、遠心分離した上清中
のルシフェラーゼ活性をルミノメーターにて測定した。ルシフェラーゼ活性は肝臓へ感染した
アデノウイルス量で補正している（右パネル）。（n=4-5）* p <0.05、** P <0.01、N.S＝有意
差無し 
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Figure 5. 詳細な SNP rs7074440 のエンハンサー活性の評価  
A）SNP rs7074440 ノーマル（G）アレルまたはリスク（A）アレルの周辺塩基配列 25bp を
挿入した SV40 プロモーターホタルルシフェラーゼレポーターベクター（SV40pro-Luc 
-rs7074440x1）を HepG2 細胞にトランスフェクションした。各群共に SVpro-Renilla Luc を
同時にトランスフェクションし、レニラルシフェラーゼレポーター活性で補正している。縦軸
はリスク（A）アレル群を 1 としている。（n=3）** P <0.01。 
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Figure 6. ゲノムワイドな解析により c-Fos が SNP rs7074440 ノーマルアレルのエンハ
ンサー活性を上昇させることを見出した  
A）転写因子ライブラリーTFEL を用いたゲノムワイドスクリーニング（TFEL scan）によっ
て SNP rs7074440 のノーマル（G）アレルとリスク（A）アレルに結合する転写因子を「実
験方法の【ゲノムワイドな転写因子スクリーニング（TFEL スキャン）】に従って探索した。
SNP rs7074440 の ノ ー マ ル ア レ ル SV40pro-Renilla Luc-SNPx3 と リ ス ク ア レ ル
SV40pro-Firefly Luc- SNPx3 を用いて、HEK293 細胞にて TFEL スキャン 1 次スクリーニング
を行った（左パネル）。1 次でノーマルアレルとリスクアレルのレポーター活性の比が高値で
あったプールのクローンを、2 次スクリーニングにてクローンごとに検討した（右パネル）。 
B）SNP rs7074440 に対する c-Fos の効果を評価した。SNP rs7074440 ノーマル（G）アレ
ル（G）またはリスク（A）アレルの周辺塩基 25bp を 3 回タンデムに繰り返した配列を挿入
した SV40 プロモーターホタルルシフェラーゼレポーターベクタ （ーSV40pro-Luc-rs7074440	 
x3）と c-Fos 発現プラスミドを同時にトランスフェクションした。各群共に SVpro-Renilla Luc
 39 
を同時にトランスフェクションし、レニラルシフェラーゼ活性で補正している。縦軸は各群の
空ベクター群を 1 としている。（n=3）** P <0.01、N.S＝有意差無し。 
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Figure 7. 内因性 C-FOS タンパク質は SNP rs7074440 に結合する。  
A）SNP rs7074440 周辺配列および AP-1 コンセンサス配列についての DNA プローブによる
EMSA。c-Fos および c-Jun タンパク質を 32 P 標識された DNA プローブとともにインキュベ
ートした。ノーマル（G）アレルは、矢印で示される AP-1 コンセンサス配列と同じ塩基配列
を有する。 
B）HepG2 細胞における抗 C-FOS 抗体を用いた SNP rs7074440 領域の ChIP アッセイ。抗
C-FOS抗体により収集した DNA 試料を、SNP rs7074440を増幅するプライマーセットを用いた
qPCR により定量した。また TCF7L2 遺伝子から約 100kb 離れた領域を増幅するプライマー
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セットをコントロールとした。縦軸は各群の IgG 抗体による定量結果を 1 としている。（n=3）
* p <0.05、N.S＝有意差無し。 
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Figure 8. SNP rs7074440 領域における ChIP-seq データ  
ゲノムブラウザ ENCODE プロジェクト（GRCh37/hg19）から取得した様々な抗体を用いた
ChIP-seqデータ。SNP rs7074440とC-FOS転写因子結合部位を示すピークが重複している。 
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Figure 9. C-FOS のノックダウンは TCF7L2 遺伝子発現を減少させる  
C-FOS コード配列に対する shRNA を発現するアデノウイルス（Ad-C-FOSi-1 および
Ad-C-FOSi-2）をヒト肝細胞株 HepG2（A）および Huh7（B）細胞に感染させた。C-FOSi-1
と C-FOSi-2 の標的配列は異なる。Ad-LacZi は対照群として用いた。アデノウイルスは細胞に
対して 60m.o.i で感染させ、96 時間後に細胞から RNA を採取し、qPCR により各 mRNA を
定量した。縦軸は各 mRNA を Cyclophilin mRNA にて補正した値であり、LacZi 群を 1 として
いる。（n=3）* p <0.05、** p <0.01 
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Figure 10. 各細胞における FOS ファミリーの発現量  
ヒト腎細胞株 HEK293、ヒト肝細胞株 HepG2 および Huh7 細胞より RNA を採取し、qPCR
により FOS ファミリーの各 mRNA を定量した。縦軸は各 mRNA を Cyclophilin mRNA にて
補正した値であり、HEK293 群を 1 としている。（n=3）* p<0.05, ** p <0.01。 
 45 
 
0"
20"
40"
60"
80"
100"
120"
140"
Laczi"" Laczi" C.FOSi" FOSBi" FOSL1i" FOSL2i"
SV40" rs7074440"
R
el
 L
U
C
 k
no
k 
do
w
n 


 
 
Figure 11. HepG2 細胞における FOS ファミリーをノックダウンさせた際の SNP 
rs7074440 のエンハンサー活性  
HepG2細胞におけるSNP rs7074440に対する内因性FOSファミリーの効果を評価した。SNP 
rs7074440 ノーマル（G）アレルの周辺塩基 25bp を 3 回タンデムに繰り返した配列を挿入し
た SV40 プロモーターホタルルシフェラーゼレポーターベクター（SV40pro-Luc-	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
rs7074440x3）と各 FOS ファミリーノックダウンプラスミドを同時にトランスフェクション
した。C-FOSi は C-FOSi-2 を用いた。各群共に SVpro-Renilla Luc を同時にトランスフェクシ
ョンし、レニラルシフェラーゼ活性で補正している。縦軸は LacZi 群を 1 としている。（n=4）
*p <0.05。 
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Table 1 
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Table 2. Sequence of oligonucleotides for EMSA
  (binding of  AP-1 site underlined)
Oligonucleotide names Primer sequences 
5'-CAGGAGCGGTGATTCACAC-3'SNP rs7074440 risk EMSA probe antisense
5'-TTACAGGTGTGAATCACCG -3'SNP rs7074440 riskEMSA probe sense
AP-1 consensus EMSA probe sense 5'-CGCTTGATGACTCAGC-3'
AP-1 consensusEMSA probe antisense
SNP rs7074440 normal EMSA probe sense
SNP rs7074440 normal EMSA probe antisense
5'-TTCCGGCTGAGTCATCAAG-3'
5'-TTACAGGTGTGAGTCACCG-3'
5'-CAGGAGCGGTGACTCACAC-3'
 
 
 
